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Verfahren zur mlKrobioIoglschen l8on,.ri.l.™„a »on alph*Hyd«,xycarbo„sau«„ 

5 alTH"'' T"'""' mik^blolcgisohen Iscnertsierung von 

5 apha-Hydroxycarbcnsauren unter Verwendung elneralpha-Hyd^xyoarbonsau^^ce™^ 
*e zu d,esem verfahren ve^endoten Enzyme und MiK^^gan^en. welche elne gee.^ 
. R™e.AK«v.a. expH„,ieren, e.n Screenlng.Ver,.h«n «r M,K,oo^an,smen n.. ag>ha 
- ^fe m dieses Enzyn, ccdte„nden NuklelnsSu™- 

■ -,„- ^^'^oren, rekomblnante Mikraorganlsmen. welche diese Racemase 

10 expnn^eren und Verfahren iur HerS»ng-bzw:is5ii5u-nl e^^^^^ n,« aw" " 

Mydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivltat. 
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Stand der Technik; 



Aus dem Stand der Technik bekannt sind scgenannte mikmblelle Mandelat Racemasen 
we-che ,n v«ro Oder in v^«, in der Uage sind, MandeisSure zu racemlsier^n (O^^^' 

d»sofaPseudosymn,eWcEnzyme-.Accte.Chem.Res.,28,178.186(1995);R u v7 
Pawers^J.W. Ko^dch und O.L. Kenyon, -Racem^^on of v,n,gVco.l CaL^d rMan- 
delate Racemase-. J. Org. Chem., 60. 3347^351 (1995); S.S. Schafer. KT. Kateraki J W 

Atendehte Racen«se: The Sti^cfcrre and Mechanistic Properties of the D270N Mutanr Bi^ 
chemistry, 35, 5662-5669 (1996)). ™utanr. Bio- 

Zuglelch be^hteln groBer Bedarf an dereinfachen Herstellung chiraler, nlchf-racemischer 
Sut^tanzen, belspfebwefee ,a, die Wlrkstoffp^dukticn In der phan.azeu«schen1^Z^ 

D«enzymkata^.,e,,eRacemisierunge,ners.e,eo,sorne,«„Pcnne,nerVerbindu^^^^^ 
Biklung des ge«Onsch.en Enanttomer. wOr^e einen geeigneten Weg zur He 

gewonschten chi,.,en. nk^rt-racemischen Matedals darstellen. Die bLer hekrn^n 1^ 

^n sind iedoch du,^ hohe Suhs.ra.spe.„t« gekennzeichnet. So e^ne sll 

.at Racen,ase tediglch zur bk*atalyUschen Ra«misierung von beta.galaHrngelSl? 

alTr^r r ^-^-^-^-n „erden nicht ak^p«er(rF ^Te. 
al., J. Mol. Catal. B: Enzymatic 15. 213 (2001)). 
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alpha-Hydroxycarbonsaure R^rom.o a.,*- ® ^"^'"s mit 
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nach Zellaufschluss und Entfernung von Zellfragmenten) Oder In Gegenwart ganzer Zellen, 
welche wenigstens ein Enzym mlt alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimie- 
ren, erfolgt. 

Das Enzym mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat ist bevorzugt aus Mikroorga- 
nismen isolierbar, welche Lactat bilden Oder metaboHsleren, wie z.B. MilchsSure oder Propl- 
onibakterien. Insbesondere geeignete Quellen sind Bakterlen der Gattung Lactobacillus. 

Gemaii einer bevorzugten Variante erfolgt die Umsetzung in Gegenwart ganzer Zellen von 
Mikroorganismen der^attung Ta'ctobacillu^^^^ ganzer Zellen eines rekombinanten Mikro^ 
organismus, welche eine erfindungsgemaHe alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat 
exprimieren. 

Bevorzugte Mikroorganismen sind ausgewShlt unter L. paracasein L delbrueckii , L sakei 
und L oris, insbesondere unter den Stammen L paracasei DSM 20207 und DSM 2649, L 
delbrueckii DSM20074, L sakei DSM 20017 und L oris DSM 4864. 

In einer weiteren bevorzugten Verfahrensvariante ist das Enzym eine Lactat-Racemase 
(E.C.5.1.2.1) mit enweitertem Substratspektrum, d.h. eine Enzym, welche neben der Race- 
misierung von (R)- oder (S)-Lactat wenigstens eine weitere (R)- Oder (S)-alpha- 
Hydroxycarbonsaure oblger Formel I racemisiert. 

Eine erfindungsgem&B brauchbare Enzymaktivitat umfasst beispielsweise die Racemisierung 
wenigstens einer Verblndung ausgewahit unter der (R)- und/oder (S)-Form von Phenyllactat, 
4-Fluorphenyllactat, 2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure, 2-Hydroxy-4-methylpentancarbonsaure 
und 2-Hydroxy-3-methylbuttersaure. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsfonn des oblgen Verfahrens wird aus dem gebildeten Iso- 
merengemlsch, vorzugswelse nach Isollerung des Gemischs aus dem Reaktionsmedium, 
Z.B. durch Chromatographies das gewDnschte Stereoisomer Im Wesentlichen entfemt, z.B. 
durch Chromatographie, chemische oder enzymatische stereoselektive Folgereaktlon und 
gegebenenfalls weiterer Abtrennung des Folgeprodukts. und den RQckstand, der im wesent- 
lichen das nIcht-gewQnschte Stereoisomer enthait, emeut einer Isomerisierung unterzieht. 
Dies kann beliebig oft wiederholt werden, bis eine vollstandige Umsetzung zum gewunschten 
Stereoisomer bzw. zum gewQnschten Folgeprodukt davon, enreicht ist. 
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In einer weiteren bevorzugten Variante des obigen Verfahrens wird das gebildete Isomeren- 
gemisch. vorzugswelse nach Isolierung des Gemlschs aus dem Reaktionsmedium, z.B. 
durch Chromatographie. einer chemischen Oder enrymatischen stereoselektiven Folgereak- 
tion unterzogen und das dabei anfallende Reaktionsgemisch, welches auch das nichtumge- 
setzte Isomer der Hydroxycarbonsaure enthait. emeut einer erfindungsgemSIJen Isomerlsie- 
rung unterzielit. Dies kann beliebig oft wiederholt werden, bis eine vollstandige Umsetzung 
zum gewQnschten Stereoisomer, bzw. zum gewQnschten Folgeprodukt davon. erreicht ist. 

In einer weit eren be vorzugten Variante des obigen Verfahrens, wird die Isomerisierungsreak- 

tion mit einer"chemischeiTode7e^ 

zugsweise ineiner sogenannten „Eintopfreaktion". wobei das gewunschte gebildete Stereoi- 
somer der alpha-Hydroxycarbonsaure schrittweise oder kontinulerlich aus dem Reaktions- 
gleichgewicht entfernt wird. 

Bevorzugte chemische oder enzymatische, enantioselektive Folgereaktionen zum erfin- 
dungsgemSden Isomerisierungsschritt sind ausgewahit unter einer Veresterung und einer 
Amidierung einer stereolsomeren Form der alpha-HydroxycarbonsSure. 

Ein welterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Screeningverfahren fOr Mikroorganismen 
welche ein Enzym mIt alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, wobei 
man einen Mikroorganlsmus in welchem man die Racemase-Aktivitat vemiutet in Gegenwart 
eines Substrats, enthaltend im wesentlichen eine stereoisomere Form einer alpha- 
Hydroxycarbonsaure der obigen Formel I. kultlvlert und das Reaktionsmedium auf Racemi- 
sierung (z,B. Abnahme der Menge der einen und/oder Zunahme der anderen stereolsome- 
ren Form) des Substrats untersucht. 

Das erfindungsgemaiie Screeningverfahren ist nicht auf spezlelle Mikroorgansimen be- 
schrankt Es kann grundsatzllch mIt alien bekannten eu- und prokaryotlschen Mikrorganis- 
men, tierlschen oder pflanzllchen Zellen durchgefOhrt wertlen. Bevorzugt sind aber solche 
Mikroorganismen. welche Lactat bllden oder metabollsleren, wie z.B. MilchsSure oder Propl- 
onlbakterlen. Insbesondere geeignete Quellen sind Bakterien der Gattung Lactobacillus. 

Bevorzugt werden solche Mikroorganismen gescreent. welche das Im wesentlichen stereoi- 
somere Substrat zu 1 bis 100%. vorzugsweise zu 20 bis 100%, Insbesondere 60 bis 100 % 
Oder 80 bis 100% racemisieren (Razemlsierung (%) = 2R/(R+S) x 100; R = Konzentratlon R- 
Form; S = Konzentratlon S-Fonn). Geeignete Umsatze llegen dabei im Berelch von 1 bis 50 
M/44162 
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A. AllgemelnoBegrlffeundDenniaonsn 

5 Werden kelne andere Angaben gemacht. so gelten folgende allgemeine Bedeutungen: 




I .Halogen- stehtfOr Fluor, Chlor, Brom Oder Jod, Insbesondere Fluor Oder Chlor. 

be eb,ge R.ngposit,on gebundenes Naphthy,. v.e 1- oder 2.Naphth^. Diese AryLsteTan 
nen gegebenenfa..s 1 oder 2 glelche oder verschledene SubstltuenL tragen TsZZ 
unter Halogen. Niedrigalky,. Nied.ga.koxy ge... obiger De«on oder jlnuZeZ 

B. Racemlslerbare alpha-HydroxycarbonsMuren 

30 

Erfindungsgemift duroh Raoen,ls.erung umsetbare alpha^droxycarbonsSuren slnd sol 
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Form, d.h. als R- oder S-Enantiomer oder als nlcht-racemisches Gemlsch der beiden Enanti- 
omere errmdungsgeman racemisiert werden. 

Die zur enzymatischen Synthase verwendeten alpha-Hydroxycarbonsauren der Formel I sind 
an sich bekannte Verbindungen und unter Anwendung allgemein bekannter organischer 
Syntheseverfahren zugSngllch. 

Als Beispiele fQr carbo- und heterocyclische Gruppen Cyc sInd insbesondere ein- oder zwel- 
kemigen^vorzugsweise einkernige, Gruppen mit bis zu 4, wie z.B. 0, 1 oder 2 gleichen oder 
verscliiedenen l=ling-IHeteroatomenrausgew§h^^ 6/N'uhd'S sirid zu nenrien. 

Diese carbo- oder lieterocyclischen Ringe umfassen insbesondere 3 bis 12, vorzugsweise 4, 
5 Oder 6 Ring-Kotilenstoffatomen. Als Beispiele kOnnen genannt werden Cydopropyl, Cyclo- 
butyl, Cyclopenty, Cycloliexyl. Cycloiieptyl, die ein- oder melirfach ungesattigten Analoga 
davon, wie Cyclobutenyl, Cyclopentenyl, Cyclopentadienyl, Cycloiiexenyi, Cyclolieptenyl. 
Cycloliexadienyl, Cyciohieptadienyl, und Plienyl; sowie 5- bis 7-gliedrige gesattigte oder ein 
Oder meiirfach ungesattigte lieterocyclisciie Reste mit 1 bis 4 Heteroatomen, die ausgewShlt 
sind unter O, N und S. Insbesondere sind zu nennen iieterocyclisciie Reste, abgeleitet von 
Pyrrolidin, Tetraliydrofuran, Piperidin, Morpholin, Pynrol, Furan, Tiiiopiien, Pyrazol, Imidazol, 
Oxazol, Thiazol, Pyridin, Pyran, Pyrimidin, Pyridazin und Pyrazin. 

Weiteriiin sind zu nennen zweikemige Rests, bei welctien einer der oben enwatinten Carbo- 
oder Heterocyclen mit einem weiteren Heterocyclus oder Carbocyclus kondensiert ist, wie 
Z.B. R^ste abgeleitet von Cumaron, Indol, Chinolin und Napiitiialin. 

Die Reste Cyc kOnnen dabei Qber eine beliebige Ringposition, vorzugsweise Qber ein Ring- 
Kohlenstoffatom, gebunden sein. 

Beispiele fQr geeignet Cyc-Reste sind Phenyl, Naphthyl, 2-Thlenyl, 3-Thienyl; 2-Furanyl, 3- 
Furanyl; 2-Pyridyl. 3-Pyridyl oder 4-Pyridyl; 2-Thiazolyl, 4-Thiazolyl oder 5-Thiazolyl; 4- 
l\iethyl-2-thienyl, 3-Ethyl-2-thienyl, 2-IVIethyl-3-thienyl, 4-Propyl-3-thienyl, 5-n-Butyl-2-thienyl, 
4-Methyl-3-thienyl, 3-iy/Iethyl-2-thienyi; 3-Chlor-2-thienyl, 4-Brom-3-thienyl, 2-lod-3-thienyl, 5- 
lod-3-thienyl, 4-Fiuor-2-thienyl, 2-Brom-3-thlenyl, und 4-Chlor-2-thienyl. 

Die Reste Cyc kennen weiterhin ein- oder mehrfach, wie z.B. ein- oder zweifach. substituiert 
sein. Vorzugsweise sitzen die Substituenten an einem RIng-Kohlenstoffatom. Beispiele fOr 
M/44162 
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geeignete Substituenten sind Halogen, NiedrigalkyI, Niedrigalkenyl. Niedrlgalkoxy, -OH, -SH. 
-NO2 Oder NR^R^ wobel und R^ unabhSngig vonelnander fQr H, Methyl oder Ethyl stehen. 
Bevorzugte Substituenten sind Halogenreste. 

Eine weitere bevorzugte Gruppe von Cyc-Resten sind Aryl-Reste gemSR obiger Definition. 

C. Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonssiure-Racemase-Aktlvitat 

Die erfindungsgemafien Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat sind 
insbesondereliuslviikroorga^^ der Gattung Lacfoda^^^^ 

Bevorzugte Enzyme sind aus den Lactobac/Z/us-Stammen L paracasei DSM 20207 und 
DSM 2649, L delbrueckii DSM 20074, L sakei DSM 20017 und L oris DSM 4864 isolierbar. 
Diese sind bei der DSM (Deutsche Stammsammlung fQr Zellkulturen und Mikroorganismen) 
allgemein erhSitlich. 

Die Enzyme sind unter Anwendung ubiicher praparativer biochemlscher Methoden aus Zell- 
kulturen isolierbar. Aus den isolierten Enzymen lassen sich dann in herkommlicher Weise, z. 
B. durch Peptidfragmentierung und N-terminale Sequenziemng, erste AminosSuresequenz- 
informationen abieiten. 

Erfindungsgemali mit umfasst sind ebenfalls Junktionale Aquivalente" der natOrlichen, aus 
obigen Organsimen isollerbaren Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. 

„Funktionale Aquivalente" oder Analoga der natOrlichen Racemasen sind im Rahmen der 
vorliegenden Erflndung davon verschiedene Polypeptide, weiche weiterhin die gewunschte 
bioiogische AktivitSt, wie z.B. Substratspezifitat, besitzen. So versteht man beispielsweise 
unter Junktlonalen Aquivalenten" Enzyme, die wenigstens eine Verbindung ausgewahit unter 
Phenyllactat, 4-Fluorphenyllactat, 2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure, 2-Hydroxy-4- 
methylpentancarbonsaure, 2-Hydroxy-3-methylbuttersaure racemisieren und die mindestens 
20 %, bevorzugt mindestens 50 %, besonders bevorzugt mindestens 75 %, ganz besonders 
bevorzugt mindestens 90 % der Aktivitat elnes natOrlichen Racemase-Enzyms aus einem 
der oben genannten Lactobacillsus-StSmme oder eine hOhere Aktivitat als diese aufweisen. 
Funktionale Aquivalente sind auBerdem vorzugswelse zwischen pH 4 bis 10 stabil und besit- 
zen vorteilhaft ein pH-Optimum zwischen pH 5 und 8 sowie ein Temperaturoptimum Im Be- 
reich von 20*^0 bis 80**C. 

M/44162 
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Unter Junktionalen Aquivalenten" versteht man erfindungsgemaii insbesondere auch Mutan- 
ten, welche in wenigstens einer Sequenzposltlon der natOrllchen AmlnosSuresequenzen eine 
andere als die natQriiciie AminosSure aulweisen abertrotzdem eine der oben genannten 
bloiogischen Al<tivltaten besltzen. „Funl<tionale Aquivalente" umfassen somltdie durch eine 
Oder mehrere Aminosaure-Additionen, -Substitutlonen. -Deletlonen und/oder -Invereionen 
erliaitlichen Mutanten, wobei die genannten Veranderungen in Jegiicher Sequenzposition 
auftreten l<6nnen, soiange sie zu einer Mutante mit dem erfindungsgemaiien Eigenschafts- 
profil fOhren^ Funktionaie Aquivalenz ist Insbesondere auch dann gegeben, wenn die Reakti- 
vitatsmuster zwisciien l\/Iufante und unverandertem^olyfiiptid quailitetiv QBer^^mmehT 
d.li. beispieisweise gleiclie Substrate mit unterscliiedilclier Geschwindigkelt umgesetzt war- 
den. 

„FunktionaIe Aquivalente" im obigen Sinne sind aucli ..Prakursoren" der beschriebenen Poly- 
peptide sowie „funktionaie Derivate" und nSalze" der Polypeptide. 

„Prakursoren" sind dabei natQriiche oder synthetisciie Vorstufen der Polypeptide mit Oder 
oline der gewQnschten biologisclien Aktiviat. 

Unter dem Ausdruck ..Saize" versteht man sowohl Saize von Carboxylgruppen als auch Sau- 
readditionssalze von Aminogmppen der erfindungsgemaiien ProteinmolekQIe. Saize von 
Carboxylgruppen kOnnen in an sich bekannter Weise hergestellt werden und umfassen an- 
organische Saize. wie zum Beispiel Natrium-, Calcium-, Ammonium-, Eisen- und Zinksaize, 
sowie Saize mit organlschen Basen. wie zum Beispiel Aminen, wie Triethanolamin, Arginin, 
Lysin, Piperidin und dergleichen. Saureadditlonssaize, wie zum Beispiel Saize mit iVIinerai- 
sauren, wie Salzsaure oder Schwefeisaure und Saize mit organlschen Sauren, wie Essig- 
saure und Oxaisaure sind ebenfalis Gegenstand der Erfindung. 

„Funktionale Derivate" erfindungsgemalier Enzyme kSnnen an funktionellen Aminosaure- 
Seitengmppen oder an deren N- oder C-tenninaien Ende mit Hilfe bekannter Techniken e- 
benfalis hergestellt werden. Derartlge Derivate umfassen beispieisweise aliphatische Ester 
von Carbonsauregruppen, Amide von CarbonsSuregruppen, erhaitlich durch Umsetzung mit 
Ammoniak oder mit einem primaren oder sekundaren Amln; N-Acylderivate freier Ami- 
nognjppen, hergestellt durch Umsetzung mit Acylgruppen; oder O-Acylderivate freier Hydro- 
xygruppen, hergestellt durch Umsetzung mit Acyigmppen. 



M/44162 




BASF Aktieng^sellschaft 



20030382 



PF 0000054640 



10 

"Funktionale Aquivalente" umfassen natOrtich auch Polypeptide welche aus anderen Orga- 
nismen zuganglich sind, sowie natOrlich vorkommende Varianten. Beisplelsweise lassen sich 
durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen und in Aniehnung 
an die konkreten Vorgaben der Erfindung dquivalente Enzyme emiittein. 

„Funktionale Aquivalente" umfassen ebenfalls Fragmente, vorzugsweise einzeine DomSnen 
Oder Sequenzmotive, der erfindungsgemafien Polypeptide, weiche z.B. die gewQnschte blo- 
iogisciie Funktlon aufweisen. 

„Funktionale Aquivaiente'''slnd iuBerdem Fuslorisproteine, weiclfe e der nafOfflcTTen RS"- " 
cemasesequenzen oder davon abgeleitete funktionale Aquivalente und wenigstens eine wei- 
tere, davon funktionell verschiedene, heterologe Sequenz in funktloneller N- oder C- 
terminaler VerknQpfung (d.h. ohne gegenseitigen wesentliclie funktlonelle BeeintrSchtlgung 
der Fusionsproteinteiie) aufweisen. Niclitlimitierende Beispiele fQr derartige heterologe Se- 
quenzen sind z.B. Signaipeptide oder Enzyme. 

Erfindungsgemali mit umfasste ..funktionale Aquivalente" sind Homologe zu den naturlichen 
Proteinen. DIese besitzen wenigstens 60 %, vorzugsweise wenigstens 75% ins besondere 
wenigsten 85 %, wie z.B. 90%, 95% oder 99%, Homoiogie zu einer der natQrlichen Amino- 
sSuresequenzen. berectinet nacli dem Algorithmus von Pearson und Lipman, Proc. Natl. 
Acad, Sci. (USA) 85(8), 1988, 2444-2448. Eine prozentuale Homoiogie eines erfindungsge- 
maiien homologen Polypeptids bedeutet insbesondere prozentuale Identitat der Aminosau- 
rereste bezogen auf die Gesamtiange einer der AminosSuresequenzen eines erfindurigsge- 
maUen Enzyms oder einer Enzym.untereinlieit 

im Falie einer mSgliclien Proteinglykosylierung umfassen erfindungsgemaiie „funktionale 
Aquivalente" Proteine des oben bezelciineten Typs In degiykosylierter bzw. glykosylierter 
Form sowie durch Veranderung des Giykosylierungsmusters erhaitliche abgewandelte For- 
men. 

Homologe der erfindungsgemaUen Proteine oder Polypeptide kSnnen durch ly^utagenese 
erzeugtwerden, z.B. durch Punktmutatlon Oder VerkQrzung des Proteins. 

Homologe des erfindungsgemaBen Racemasen kSnnen durch Screening kombinatorischer 
Banken von Mutanten, wie z.B. VerkQrzungsmutanten, identlfiziert werden. Beisplelsweise 
kann eine variegierte Bank von Proteln-Varianten durch komblnatorische Mutagenese auf 
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Nukleinsaureebene er^eugt werden. wie z.B. durch enzymatlsches Llgleren eines Geml- 
sches synthetischer Oligonukleotide. Es gibt sine Vielzahl von Verfahren. die zur Herstellung 
von Banken potentleller Homologer aus einer degenerlerten Ollgonukleotidsequenz ven/ven- 
det werden konnen. Die chemische Synthese einer degenerlerten Gensequenz kann In ei- 
nem DNA-Syntheseautomaten durchgefOhrt werden. und das synthetlsche Gen kann dann In 
e.nen geelgneten Expressionsvektor ligiert werden. Die Verwendung eInes degenerlerten 
Gensatzes erm5glicht die Bereitstellung samtllcher Sequenzen In einem Gemlsch. die den 
gewQnschten Satz an potentiellen Proteinsequenzen kodleren. Verfahren zur Synthese de- 
generierter Oligonukleotide sind dem Fachmann bekannt (z.B. Narang. S.A. (1983) Tetra- 
hedron 39:3; Itakura etaL (1984) AnnurReVrBlochem; 53:323; ^ 
ence 198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11:477). 

im Stand der Technik sInd mehrere Techniken zum Screening von Genprodukten komblnato- 
nscher Banken. die durch Punktmutatlonen oder VerkQrzung hergestellt worden sInd und 
zum Screening von cDNA-Banken auf Genprodukte mit eIner ausgewShlten Elgenschaft be- 
kannt. E^ese Techniken lassen sich an das schnelie Screening der Genbanken anpassen 
d.e durch komblnatorische Mutagenese e^ndungsgemaBer Homologer eizeugt worden sInd. 
D.e am h^ufgsten ven«,endeten Techniken zum Screening groRer Genbanken. die eIner A- 
nalyse mIt hohem Durchsatz unterliegen. umfassen das Klonleren der Genbank In repllzler- 
ba,^ Exp^sslonsvektoren. Transformleren der geelgneten Zellen mIt der .esultlerenden Vek- 
T^^ T komblnatorlschen Gene unter Bedlngungen. unter denen der 

Nachweis der gewUnschten Aktlvlt.t die Isolation des Vektors. der das Gen kodlert. dessen 
Produkt nachgewlesen wurde. erielchtert. Recurslve-Ensemble-Mutagenese (REM) eine 
T«.hnlk. die die Haufigkeit funktlone.ler Mutanten In den Banken vergr6.ert. kann i; Kombl- 
nat,on m. t den Screenlngtests ve^endet werden. um Homologe zu identifizleren (Arkin und 
Wan (1992) PNAS 89:781 1-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3):327 

D. Kodierende NukleinsSuresequenzen 

Gegenstand der Erfindung sInd auch Nuklelnsauresequenzen. die fur ein Enzym mIt alpha- 
Hydroxycartx,nsaure-Racemase.AktlvltSt kodleren. Bevorzugt sind Nuklelnsauresequenzen 
umfessend die von den natOrilchen AmlnosSuresequenzen der aus oblgen MIkroorganlsmer; 
.sohert^aren Racemasen abgelelteten Nuklelnsauresequenzen 
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AHe erfindungsgemaiien NukleinsSuresequenzen (elnzel- und doppelstr^ngige DNA- und 
RNA-Sequenzen. wie z.B. cDNA und mRNA) sind in an sich bekannter Welse durch chemi- 
sche Synthase aus den Nukleotidbausteinen. wie befsplelswelse durch Fragmentkondensa- 
tron emzelner Qberlappender. komplementarer NukleinsSurebausteme der Doppelhelix her- 
stellbar. Die chemische Synthese von Oligonukieotiden kann belspielsweise. in bekannter 
We.se. nach der Phosphoamiditmethode (Voet. Voet. 2. Auflage. Wiley Press New York 
Serten 896-897) erfolgen. Die Aniagerung synthetlscher Ollgonukleotlde und AuffOllen von 
LQcken mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase und LIgatlonsreaktlonen so- 
.^^^^!:-^^^^rungs.erfa^reo werden in Sambrook et al. (1989). Molecular Cloning. 
A laboratory manual. Cold Sprihg HarbSF Liboratory Press" beschrleben: •- 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere NukleinsSuresequenzen (elnzel- und dop- 
P^strangige DNA- und RNA-Sequenzen. ^e z.B. cDNA und rr^RNA). kodlerend fQr eines der 
erflndungsgemaBen Enzyme, und deren funktionalen Aqulvalenten. welche z.B unter Ver- 
wendung kQnstlicher Nukleotidanaloga zugSngiich sind. 

Die Erfindung betrifft sowohl isoiierte NukleinsauremolekQIe. welche fOr erflndungsgemaBe 
Polypeptide bzw. Proteine oder biologisch aktive Abschnitte davon kodleren. ais auch Nuk- 
emsaurefragmente. die z.B. zur Venvendung als Hybridisierungssonden oder Primer zur 
Idenftfizierung oder Amplifizierung von erfindungsgemafter kodierenden NuklelnsSuren ver- 
wendet werxlen kdnnen. 

Die erflndungsgemallen NukleinsauremolekQIe konnen zudem untranslatlerte Sequenzen 
vom 3'- und/oder 5'-Ende des kodierenden Genbereichs enthalten 

Die Erfindung umfasst welterhin die zu den konkret beschriebenen Nukleotldsequenzen 
komplementaren NukleinsauremolekQIe oder einen Abschnitt davon. 

Die erfindungsgemaaen Nukleotidsequenzen ermSgiichen die Erzeugung von Sonden und 
Pnmem. d,e zur Identlflzlerung und/oder Kionierung von homoioger Sequenzen in anderen 
^Itypen und Organlsmen verwendbar sind. Solche Sonden bzw. Primer umfassen gewflhn- 
llT -ter ..stringenten" Bedingungen (siehe unten) an 

m-ndestens etwa 12. vorzugsweise mindestens etwa 25. wie z.B. etwa 40. 50 oder 75 auf- 

sToTeTf "^"^^-^^^^^^^ erfindungsgemaaen Nukleinsaure- 
sequenz oder eines entsprechenden Antisense-Stranges hybridisiert. 
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E.n ".soliertes" NukleinsauremolekQI wIrd von anderen NuklelnsauremolekQIen abgetrennt 
die in der natQrllchen Quelle der Nukleinsaure zugegen sind und kann Qberdles Im wesentil- 
Chen frei von anderem zelluiaren Material Oder Kultumiedium seln. wenn es durch rekombl- 
nante Technlken hergestellt v^ird. Oder frei von chemischen Vorstufen Oder anderen Chemi- 
kalien seln, wenn es chemisch synthetisiert wird. 




E.n erfindungsgemaiSes NukleinsauremolekOI kann mittels moiekularbiologischer Standard- 
Techniken und der erfindungsgemaii bereltgestellten Sequenzinformatlon iscliert werden 

'^J"!'^!!^^,'^^"" ^'^'^A geelgneten cDNA-Bank isoliert werden. indem eine der 

konkret offenbarten vollstandigen Sequehze-h oder elh Abs-c-fiHItt davon-alsTlybridfsierurigir 
sonde und Standard-Hybridlslerungstechnlken (wie z.B. beschrieben In Sambrook J 
Fntsch. E.F. und Manlatis. T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl.. Cold Spring 
Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor. NY. 1989) 
ven^endet werden. Oberdias lasst sich ein NukieinsauremolekQI. umfassend eine der offen- 
15 barten Sequenzen Oder ein Abschnitt davon. durch Polymerasekettenreaktion isolleren wo- 
be, die Ollgonukleotidprimer. die auf der Basis dieser Sequenz erstellt wurden. ven«,endet 
werden. Die so amplifizierte NukleinsSure kann in einen geelgneten Vektor kloniert werden 
und durch DNA-Sequenzanalyse charakterisiert werden. Die erfindungsgemaUen Oligo- 

on hkUT' Standard-Syntheseverfahren. z.B. mit einem automatlschen 

20 DNA-Synthesegerat, hergesteilt werden. 

Die erfindungsgemaiien NuklelnsSuresequenzen lassen sich prinzipiell aus alien Organis- 
men Identlfizleren und Isolieren. Vorteilhaft lassen sich die erfindungsgemSfien Nuklelnsau- 
resequenzen aus Bakterlen des obigen Typs isolleren. 

ErflndungsgemaBe NuklelnsSuresequenzen oder Derivate davon. Homologe oder Telle die- 
ser Sequenzen. lassen sich beisplelswelse mIt Qbllchen Hybridisierungsverfahren oder der 
PCR-Technlk aus anderen Mikroorganlsmen. z.B. Qber genomische oder cDNA-Banken 
.sollerBn. DIese DNA-Sequenzen hybridlsleren unter Standardbedingungen mit den erfin- 
dungsgemaiien Sequenzen. Zur Hybrldisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotlde der 
konservierten Berelche beisplelswelse aus dem aktlven Zentrum. die Qber Vergleiche mit der 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase In dem Fachmann bekannter Weise ermitteit werden 
kbnnen. venvendet. Es k5nnen aber auch langere Fragmente der erfindungsgem^Ben Nuk- 
leinsauren oder die vollstSndlgen Sequenzen fQr die Hybrldisierung ven«,endet werden Je 
nach derverwendeten NuklelnsSure (Ollgonukleotld. langeres Fragment oder vollstandige 
Sequenz) oder je nachdem welche NuklelnsSureart DNA oder RNAfilr die Hybrldisierung 
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verwendet werden, varlleren dlese Standardbedingungen. So llegen beisplelswelse die 
Schmebtemperaturen fOr DIMA:DNA-HybHde ca 10 'C niedriger als die von DNA RN/W 
Hybridan glelcher LSnge. 

Unter Standardbedingungen slnd beisplelswelse je naeh NuklelnsSure Temperatuien ^ 
schen 42 und 58 -C in elner waurtgen Pufferiiteung mitelner Konzentratlon zwischen 0,1 bis 
5X SSC(1 XSSC = 0,15MNaCI, 15 n,M NaWumolUat. pH 7,2)oderzusatzllch In Gegen- 
wart von 50% Fonnamid wle beisplelswelse 42 X In 5 x SSC. 50% FomiamId zu verstehen 
Vortejlhaftenveise llegen die Hybridlslerungsbedlngungen fOr DNA:DNA-Hybride bel 0 1 x ' 
SSC und Temperaturen zwischen eW20 'C WW^cri^orhi^imm -^ m 'C bfe 
45 C. For DNA:RNA.Hybride llegen die Hybridisiemngsbedlngungen vortellhafi bel 0 1 x 

und Temperaturan zwischen etwa 30 -C bis 55 -C, bevorzugt zwischen etwa 45 -C bis 
65 C. D,ese angegebenen Temperaturen «r die Hybridlslemng slnd belsplelhaft kalkullerte 
Schme«emperatun«erte fOrelne Nuklelnsaure mlt einer LSnge von ca. 100 NukleoUden und 
einen, G h- o-Gehalt von 50 % In Abwesenhel. von Formamld. Die experimentellen Bedln- 
gungan lOr die DNA-Hybridlslening slnd In einscblSglgen LehrbOchem der Genetlk, wle bel- 
sp.elswelse Sambrook et al., -Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory. 1889 be- 
schnaben und lessen slch nach dam Fachmann bekannten Fonneln beisplelswelse abhSnglg 

Wertere lnfbm,at,onen zur Hybridlsiening kann der Fachmann folgenden LehrbOchem ent- 
nehmen: A^ubel et al. (eds), 1985, Cur^nt Protocols In Molecular Biology, John Wiley & 
Sons. New York; Hamas and Hlgglns (eds), 1985, Nucleic Acids Hybridization: A Practfeal 

^r^l ITT ""'''""^ ^'^ ^-»«al Mole- 

cular Btology: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University P«ss. OxfoM. 

.°rrsZC"""''"'"""''™'^""°"^'~"--^-^^ 

&. kOnnen weltere erflndungsgemaoe Nuklelnsauresequenzen von den natOrllchen Sequen- 
»n abgeleitet seln und slch davon durch Addition, SubsUtution, Insertion Oder Deletion eln- 

^!^rT'T aber weltert,ln for Polypep«de mlt dem ge- 

wunschten Eigenschaftsprofil kodleren. 

me mZ^^ umfasst eind auch solche Nuklelnsauresequenzen, die sogenannte stum- 
Oder ""^ °^ entsprechend der Codon-Nutzung elns spe^ellen Ursprungs- 

Oder W,rtsongan,smus, ,m Verglelch zu eIner konkiB. genannten Sequenz ver^ndert 1 
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ebenso na«*h vc^o^^nde Vanan Z.B. Spteiava^^^ 
Gegen^nd slnd ebenso durch konsen,a«ve Nukleo«dsubstu.lo„en (d.h. die batreffende 

'"'^'^ Se,uenzpo.ymorphisn,en von den kontae, 
o«e„bartan Nuwehs.uranabge,e.te.e„ Molekole. DIese »ene«.chen Po^mcrphis^^tn- 

rir,:"^'*" ^-"^^ «*e™e,se ^„e Vadanz von 1 ..s 5 

aer Nukleotidsequenz eines Gens. 

Untar Dartvatan der artindungsgamaten slnd baispielswalsa Allelvarianten zu varstehen die 

60 A H«oc^e. ganz basondars bevo^g, nilndestens 80 % Homologle Obar den oasanv 
^Sequanzbe^ch au^ve^n (bezOg„c. Ho„„,„g,e auf An^inosauree ene se, aJZ 
A^n^ zu den Po,yp,p«den ve™i.»n auO. Obar Tellberaiche dar Sa,aenzen I- 
nan die Homotoglan vortellhaft hOhar liegan. 

™ r T erflndungsgam.sen NukleinsSuresa- 

I nM. ' Hon,etoge, ve*0,z,a Sequenzan Elnzal- 

30 p2«r T Fuslonen mi, P^^tor^n ^ .^rstehen. Die 

2Z : -sagebenen NuidaoHdsaq^nzan vorgeachalten sind. konnen du^h 
e^ oder n«h„re Nuk,ao«daustausc.«. inserttonan, ,nve,.k,ne„ und/oder Dela, Jn ti- 
de, p. , ^ ^^^^^ ^ ^ rr^ 
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P-sion ve^ndert, bevo^ug. e^TC ^-^-^-O" "n<^<>derd,e P^^lnex- 

lassen sleh bel der Durchmu. eZ vol "ybridlsia^n. Case Po^nuKWde 

an e>„e nahezu >«>n,Ji,^^^T^^ O 9°"""^"* B.d,ngu„ge„ 
3^ beisplelswelse in der ITU T 

von 30 Basenpaaren eingesea Unter s«nn»r I T ^her Unge 

- se,„de.Nc^^.,,^,„,;:trc:n:r^^^^^^^^ 

nuldeot.de. Dabel Welben. wte ob^^lt ''Xbnd,.,er.ercDNA-Sonden oderOBgo- 
W s^n anelnander gebunden ^^^^^1 ^^^^ ^oa,pten«n.are Nu«e,„- 

^ sons. N.y. (,889, 6.3.,^.3.e Ci^^ ^^^U^, vv„ey . 
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Unter einer ^perativen Veri<nOpfung- ve,.teht man die sequenflelle Anordnung von Pnxno- 
tor, kod«r«,der Sequent Terminator und gegebenenfalls weiterer regulatlver Elemente der- 

Sequenz bes^mmungsgemaa erfailen kann. Beispiele mr operativ verknOpfbare Sequenzen 
s,nd Targeung-Sequenzen sowie Enhancer, Polyadenyllerungssignale und dergleiohen Wel- 
te,, reguta^ Elemente umfassen selek«erbare Marker, AmplifiKationssignale Replikatlon 
su^p^euna^^^e^VOi-eigniteWU^^^^^^^^^ 

^C^r^'°" "^"^^ ^""^ f^-s. San 

Unter ^nem erflndungsgemaUen Nukleins^urekonstrukt sind insbesondere die natOrtlcl^n 
^P^H^«,xycarbonsau,e.Racemasegene und die DeHvate und Homologen davon TZ- 
stehea dte mrt e,nem Oder meh«„„ Reguiationssignaien vorteilhafte^ise zur Steuerung, 
Z.B. E,l«*un8. der Genexpression operativ Oder funktlonell verknopft wurden. 

a^atzli* zu dlesen Regulationssequenzen kann die natOrtiche Regulation dleser Sequen- 
T"'*'" '"^"^ ^'"^ ""^ 9egebenen,a„s genetisoh 

seTn r Nuktelnsaurekonstruk. kann aber auch einfacher aufgebau. 

ult TrT R39"-a«onss,gnale vor die kodieren* Se- 

r '^™^"*^'"''~°"-'^-i=«ent,ern, 
eZZdtea -^"^"onssequ^^ so muUert, dass keine Regutatk,n mehr 

erfoigt und die Genexpresslon gesteigert wlrd. 

2 "H-^gtes Nuklelnsaurekonstrukt enthai, vortellt«fte™eise auch eine Oder mehrere 

ZZT^:^ ^^'^ p~ r 

e™ erhShte Exp«,s»n der Nuklelnsaurssequenz ennBglichen. Auch am 3'^ nde der DNA- 

llr od K '^^'""'"'^ erflndungsgemSSen NukleinsSuren kbnnen in 
-ner Oder mehreren Koplen Im Konsm,kt enthalten seln. Im Konsm,kt k»n„en noch we ere 

ntnTT T"^^''^"" komptementle^nde Gene, g^ebt 

nenfalls zur Selektlon auf das Konstnikt enthalten seln. 
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teilhafterweise n gram-neaativpn Ratfor,-«« A •■uwuen, aie vor- 

« negativen Baktenen Anwendung finden. Weltere vorteilhafte R^n. .i^ 

tionssequenzen sind beisplelsweise in den nr«m o voneiinafte Regula- 

n anen VeWor. wie Be,sp,elswe,se elnem Plasmiyoder-SrnemPfiagft IFisS^^ ■ 

cmJ p , Fachmann bekannten Vektoren. also Z.B. VIren wIe SV40 

cm. 8acuk,«ru, und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, Phasmide ZiZ ^^ 

pACyCia4. PBR322, pUC18, pUC19. pKC30, pRep4, pHS1 pKkJ. pOH^ ^2 ^32 
PPLC236, PMBL24, pLG200, pUR290 dIN-III'" Ri , 1 „ PUHE19.2, pHS2. 

puioi,pu3a4,p,.o2ode;pl3e";CL;uBir ct:^^^^^^^^^ 

Diese regulatorlschen Sequenzen sollen die gezielte Exoression rt^r r 

miert und/oder QbetBxprimiert wird. ' ' "^'^ ^^P"" 
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on der e,ngefahrta„ Gene poslUv beeinflussen und dadu^h erh J„. So J„ e^TC^ 
IZt ^°«ei,ha«e™eise auf der T^nskHp^-nsebere^ 

rrrrrr -^^^^^^^^^^ 

'^J:ZrJ^T'^ '^''-^ emndungsgen^^ Nuklel. 

s^onstrukt Oder d e erf,ndungsgemase NuklelnsSure enthallende Vektor auch vortell- 

hete^^e Oder hon^e Rekombi„a«o„ In das Genom des Wlrtso,anlsn«s Inta^rtL 
werten. Diese lineare DNA kann aus einem lineanslerten Vektor wIe elnem HasmU „ 
ausd«.Nuklelns.u«kone*.k.oderdere,«ndu„gsgen«^nNuklerZ^:r^^ 

For eine optlmale Exp«sslon heterologer Gene In Organlsmen 1st es vorteilhaf, die Nukleh 

"err; '^t^ '"^ — -^nr^- 

^iZtT' . ""^"^ Computerauswertungen anderer 

bekannter Gene des betreffendenOrBanlsmuslelchtennltteln. 

Die Hersteliung einer erflndungsgemSBen Exp^sslonskassette arfolg. durct, Fusion eines 
ST NukleoUdse'uenz 30^3 

und T : °- ve^ende. man g.ngige Reklb rTns- 

und Momerungsteohnlken. We sle belspleisweise In T. Manlatis, E.F. Fritsch und J 
Samb^ok. Molecular Ctoning: A Ubo^tory Manual. Cold Spring Harbor iTbolt Cold 
Spnng Ha*or. NY (1989) sowie In T.J. Slihavy. MX, Ber Jund LrEn^ui tp^^nts 

:r::r:,;:;~e:r""^^^^^--"-"*^^^^ 

Das ,ekon«nante Nuklelnsaurekonstmkt bzw. Genkonstn*t wW zur Expression in einen, 
9ae,gneten Wirtso^an^^us vortel^^nerwelse ,n elnen 

hi bekannt und konnen be«plelsweise aus "Cloning Vectora- (Pouwels P H et al Hrsn 
Elsev^r, Amsterdam-New Yo*-Oxlbrd. 1985) entnommen werden. 

F. ErflndungsgemiB brauchbare WIrte 
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erwefee w«.en die oben beschHebsnen emndungsgemaOen .«kon*i„a„te„ KonsJTt^ 
Faohmann bekannte geBuflge Klonlerungs- und T.„s,ek,ions™«,oden. Jbe,sp,e,sl^se 
.^av^rv^nd^^ .^.^^^^^ Expression^ 

Mdecula BK,logy. F- Ausubel et al., Hrsg., Wiley Intersdence. New York 1997 Oder 
rate,,. Co« Spnng Harbor Laboratory Press. Cold Spr^g Hart»r. NY, ,989 beschl^ea 

Erflndungsgemaii sind auch homolog rekomblnlorte Mlkroor^anismen herstellbar Dazu wl«i 
7ZZ^TT ^--"'"^i- erflndungsgemssen Can™ 

TT:"'^ wenlgstens eine An,lnos.ure- 

Delet»n. -Addrtion oder -Substltutton elngebracht worden 1st, urn die orflndungsoemaBa Se 
.uenzzu ver^ndem. z.B. n^ktlonell zu dferunpleren (■Xnockout-.Vek.orrZ ngebr^o^tT 

aus emer SSugeter-. Hefe- oder Insektenquelle abgeleltet seln. Der zur homologen Rekom 
^na^on ven^dete Vektor kann a«ema«v derar. ausgestatet seln, daa d" enl gene 

n^to Prateu, kodrart (z.B. kann der stromaulwarts golegene regulatorische Berelch de-art 

Dte C12r . ^' •"™">9- Rekomblna Jsvektor 

ae KonsfruktK,n geeigneter Vektoren zur hon»k>gen Rekomblnatton 1st z.B beschrleben in 
■momas. K.R. und Capecchi. M.R. (1987) Cell 51:503. beschneben m 

^ rekomblnante Wlrtsorganlsmen for die e-flndungsgemaSeNukleinsaure Oder demNuk 
lernsaurekonstmkt kommen prinzipW alle prokaryontlschen oder eukaryonUsoten olnt 

tain r . ^""^^ arsn^smve oder gram-negative Bak 

.enen ve™.nde.. 3anz besonders bevorzug, Ist die Gattung und Art Es^ertohll T 
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Der Wirtsorganlsmus oder die Wirtsorganismen gem§(i der Erfindung enthalten dabei vor- 
zugsweise mindestens eine der in dieser Erfindung beschriebenen Nulcleinsauresequenzen. 
Nul<leinsaurel<onstrul<te Oder Vektoren, die fOr ein Enzym mit alpha-HydroxycarbonsSure- 
Racemase-Aktivitat kodleren. 

Die im erfindungsgemaiien Verfahren verwendeten Organismen werden je nach Wirtsorga- 
nismus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. gezQchtet. IVIikroorganismen 
werden in der Regel in einem flQssigen Medium, das eine Koliienstoffquelle meist in Form 
von Zuckern, eine Stickstoffquelle meist in Form von organischen Stickstoffquellen wie Hefe- 
extrakt oder S'aizen wie Amrhonlumsum^^^ SpuferieleiTiehlelvie EiselvTM^^ 
umsaize und gegebenenfalis Vitamine entlialt, bei Temperaturen zwisclien 0 "C und 100 'C, 
bevorzugtzwisclien 10 "C bis 60 unter Sauerstoffbegasung angezogen. Dabei kann der 
pH der NahrflQssigkeit auf einen festen Wert gehalten werden, das heilit wahrend der An- 
zucht reguliert werden oder nicht. Die Anzuclit kann ..batcii"-weise. „semi batch"-weise oder 
kontinulerlich erfolgen. Nahrstoffe kOnnen zu beginn der Fermentation vorgelegt oder semi- 
kontinuieriich oder kontinuierlich nachgefOttert werden. Das Keton kann direkt zur Anzucht 
gegeben werden oder vorteilliaft nach Anzucht. Die Enzyme k5nnen nach dem in den Bei- 
spielen beschriebenen Verfahren aus den Organismen isoliert werden oder als Rohextrakt 
fQr die Reaktion verwendet werden. 

6. Rekombinante Hersteliung der erfindungsgemaBer Enzyme: 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur rekombinanten Hersteliung erfin- 
dungsgemSBe Polypeptide oder funktioneller. blologisch aktiver Fragmente davon. wobei 
man einen Polypeptlde-produzierenden Mikroorganismus kultlviert. gegebenenfalis die Ex- 
pression der Polypeptide Induziert und diese aus der Kultur Isoliert. Die Polypeptide konnen 
so auch in groBtechnischem MaBstab produziert werden, falls dies enwQnscht ist. 

Der rekombinante Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und fermen- 
tiert werden. Bakterien kOnnen beispielsweise in TB- oder LB-Medlum und bei einer Tempe- 
ratur von 20 bis 40°C und einem pH-Wert von 6 bis 9 vermehrt werden. Im Einzelnen werden 
geelgnete Kultivierungsbedingungen beispielsweise In T. Manlatis, E.F. Fritsch and J. 
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Hartior Laboratory, Cold 
Spring Harbor. NY (1 989) beschrieben. 
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Die zellen werden dann. falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedlum sezemiert werden 
aufgeschlossen und das Produkt nach bekannten Proteinisolierungsverfahren aus dem Ly^at 
gewonnen. Die Zellen kbnnen wahlweise durch hochfrequenten Ultraschall. durch hohen 
Druck. wie z.B. in einer French-Druckzelle. durch Osmolyse. durch Einwirkung von Deter- 
genaen. lytischen Enzymen oder organischen L5sungsmitteln. durch Homogenisatoren Oder 
durch Kombination mehrerer der aufgefOhrten Verfahren aufgeschlossen weixlen. 

Eine Aufrelnigung der Polypeptide kann mit bekannten. chromatographischen Verfahren er- 
_2ielt werden. wieJVIolekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration). wie Q-Sepharose- 
Chromatographie. lon¥nauitauscli-.ChT6mitogFaphie und -- 
sowie mIt anderen Qblichen Verfahren wie Ultrafiltration. Kristailisation. Aussalzen Dialyse 
und nativer Gelelektrophorese. Geeignete Verfahren werden beispieisweise in Cooper F G 
Biochemlsche Arbeitsmethoden. Verlag Walter de Gruyter. Berlin. New York oder in Swpes ' 
R.. Protein Purification. Springer Verlag. New York. Heidelberg. Beriin beschrieben. 

Vorteilhaft kann es seln. zur Isollerung des rekonr,binanten Proteins Vektorsysteme oder Oli- 
gonukleotide zu ven«,enden. die die cDNA um bestimmte Nukleotidsequenzen veriangern 
und damit fOr verSnderte Polypeptide oder Fusionsproteine kodleren. die z.B. einer einfache- 
ren Remigung dienen. Derartige geeignete Modifikationen sind beispieisweise als Anker fun- 
g-erende sogenannte "Tags", wie z.B. die als Hexa-HlsUdin-Anker bekannte Modifikation o- 
der Epitope, die als Antigene von Antik6rpern erkannt werden kdnnen (beschrieben zum 
Beisplel in Harlow. E. and Lane. D.. 1988. Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring 
Harbor (N.Y.) Press). Diese Anker kOnnen zur Anheftung der Proteine an einen festen Tr^- 
ger. w.e z.B. einer Polymermatrix. dienen. die beispieisweise in einer Chromatographiesaule 
emgefOllt seln kann. oder an einer Mikrotlterplatte oder an einem sonstigen Trager verwendet 
werden kann. 

Glelchzeltig k5nnen diese Anker auch zur Ericennung der Proteine verwendet werden Zur 
Erkennung der Proteine kfinnen auBerdem Qbllche Marker, wie Fluoreszenzfarbstoffe En- 
2ymmari<er. die nach Reaktlon mit einem Substrat ein detektlerbares Reaktionsprodukt bli- 
den. Oder radioaktlve Mariner, allein Oder in Kombination mit den Ankem zur Derivatisierung 
der Proteine venvendet werden. 

H. NIchtrekomblnante Isoiierung erflndungsgemailer Enzyme 
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D,e Isoherung erfindungsgemaRer Enzyme erfolgt zweckmaBigerweise aus einer der oben 
beschnebenen natOrlichen Quellen (Lactobacillus-Si^mme) bzw. aus einem anderen mit 
Hilfeelneserfindungsgem§(Jen Screeningverfahrens identiflzierten. alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimierenden Mikroorganismus. 

Der Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und fermentiert warden. Die 
rellen warden dann. falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedium sezerniert werden. auf- 
geschlossen und das Produkt nach bekannten Proteinisolierungsverfahren aus dem Lysat 
gewonnen. Die Zellen kbnnen wahlweise durch hochfrequenten Ultraschall. durch hohen 
Druck. wlez.B. in elherFrerich:DruckzWe; durch Osm^ durch EihWrrRun-g von Qetef- - 
genzien. lytischen Enzymen Oder organischen Losungsmltteln. durch Homogenisatoren oder 
durch Kombmatlon mehrerer der aufgefOhrten Verfahren aufgeschlossen werden. 

Eine Aufreinlgung der Polypeptide kann mit bekannten. chromatographischen Verfahren er- 
zieit werden. wie Molekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration). wie Q-Sepharose- 
Chromatographle. lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe Chromatographie 
sowie mit anderen Qblichen Verfahren wie Ultrafilti^tion. Kristallisation. Aussalzen. Dialyse 
und nativer Gelelektrophorese. Geelgnete Verfahren werden beispielsweise in Cooper F G 

B. ochemische Arbeitsmethoden. Verlag Walter de Gruyter. Berlin. New York oder in Sa,pes ' 
R.. Protem Purification. Springer Verlag. New York. Heidelberg. Berlin beschrieben. 

K Durchfahrung des erflndungsgemaBen Verfahrens zur Isomerisierung von alpha - 
hydroxycarbonsauren 

Die En^n.e mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktlvitat kannen im erfindungsgema- 
Ben Verfahren als freles Oder Immobilislertes Enzym venvendet werden. 

Das erfindungsgemaae Verfahren wird vortellhaft bei einer Temperatur zwischen 0 «C bis 95 

C. bevorzugt zwischen 10 "C bis 85 "C. besonders bevorzugt zwischen 15 "C bis 75 »C 
insbesondere 25 bis 40 "C .durchgefOhrt. 

Der pH-Wert im erfindungsgemafien Verfahren wird vortellhaft zwischen pH 4 und 12 be- 
vorzugt zwischen pH 4.5 und 9. besonders bevorzugt zwischen pH 5 und 8 gehalten. ' 

For das erflndungsgema^e Verfahren kflnnen wachsende Zellen verwendet werden. die die 
erfindungsgemafien Nukleinsauren. Nukleinsaurekonstmkte oder Vektoren enthalten. Auch 
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!*, od^r au^geschlcssene Zellen kSnnen ve^endet „e,xJ.„. Unter aufg«chlossen«, 
Zellen s,nd be,sp„,swelse Zellsn zu verstehen, die Qber eine Behandlung m belspte,«,else 
Losungsn™Heln durchlasslg gemaoht worten sind. cder Zellen die Oberelne Enzymbehand- 
lung, Qber elne meehanische Behandlung (z.B. French Press Oder Ultraschall) Oder Qber 
elne sonsage Meftode aufgebrochen warden. Die so erhaltenen Rohextrakte sInd fOr das 

LntlTr?J'r*™"~''''^'""^'- oderangerainlgte Enzyn» 

konnen fQr das Verfahren venvendet werden. Ebenfalls geeignet sind Immobllislerte Mikroor- 
ganismen Oder Enzyme, die vorteilhafl In der Reaktlon Anwendung finden konnen. 

■wS^i^-fgFdi?iFfliHrni5gi?S^^ 

van«e™^Bt so werten diese vor der Extraktlon zweokmSISigenvelse abgeUennt. belspiel,- 
weise Qber elne FUtratton Oder Zentrtfugallon. 

Das In. erfhdungsgemaiSen Verfahren hergesteWe Pradukt Bsst sich vorteilhaft aus der 
wassrtgan ReakUonslasung Ober ExtraWion Oder DestlllaUon gewinnen. Die Extaktton kann 
zur ErtvJhung der Ausbeute n«hrtach wiederholt werten. Belsplele fOr geelgnete Extrakti- 
onsmlttel smd Qbnche. dem Fachmann geiauflge LSsungsmlttel, wie Toluol. MethylenchloHd 
Diisopropylether. Benzol. MTBE Oder Esalgaster. ohna darauf beschrankt zu seln. 

Nach Bnengen der organischen Phase kennen die Produkte In der Regel In guten chemi- 
schen Relnhalten. das heiBt grSBar 80 % chemlsehe Relnheit. gewonnen werten Nach Ex- 
^k«on kann die organische Phase mit dem Produkt aber auch nur zum Tell eingeengt wer- 
den und das Produkt auskristalllslert werden. Dazu wim die l^ung vorteilhaft auf elne Tem- 
peralur von 0 -C bis 10 'C abgekOhIt Die Kristalllsatton kann auch dln*t aus der o™anl- 
schen LOsung Oder aus eher wassrigen t^ung erfolgen. Das auskrtstalllslerte Produkt kann 
noehmals Im glelchen Oder In eihem anderen Lasungsmlttel zur emeuten Krtstalllsation auf- 
genommen warden und noehmals kristalllslert werelen. 

Das emndungsgemaiSe Verfchren kann batchwelse, seml-batchwelse Oder kontlnulertk=h 

Detneben werden. 

Die Durchfohoing des Verfahrens kann vortellhaftenvelse In Bloreakto-an erfolgen. wIe z B 
^schne^ben In Biotechnology. Band 3. 2. Auftege. Rehm et al H,sg.. (1993) Ihsbesonde™ ' 
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dulTT' f""'""' AnwendungsmeglichKelten der arfin- 

5 BeZr 't°™'^''^"~ons„. Ohne da«u, besch«nk, zu sein. seien Wgend. 
5 Beispiele genannt: ^ 

(2 rjrr'L°T'""'""'""' alpha-HydioxycarbonaurBn. Sofem die Racemase 
4081). • ^^f'^ron: Asymmetn^, 1999, fO. 4079- 

T^^T '''^''*^<^'^ Amidbildung. (F, van Rantwljk, M. A. P J Haokina R 
A. Sheldon, Monatsh. Chem. / Cham. Monthly. 2000, 131. 549^.) 

sldt ^rr"^ ^^P^^ nur der Verdeu.„chu„g der 

erz^errrzr^"'^'-"*^^^^^^ 
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BesprQhen mit Molvbdatiftcsi mn r^Mu Tnii ^ "^'"^ a^^ch durch 



Saulench mmateq raphia 



Zusammensetzung dem Z^m^X^ * * ^»a"'««>ylester (EE), wobei die 
folgte untererMh^^ Drir Trennungsp^blem a„gepasstwu«le. Die Trennunger- 



30 



-Gaschror natoara phte 



n- 0.25 Mm. H.. BeBp«le gee,9neter Trennbedingungen sind in fclgender Tebelle 1 
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Tabelle 1: Trennung von Enanttomeren am chlralen GC 





^H-und'3CNMR-SpektrenwurdenmltelnemBruker360-b2w 500 MHz aufnennmmon 



10 



15 



Chi^lpack AD (0.46 cm X 25 cm) S.u^t!^et """" ''^'=^'- 



Schmelzniinirto 



20 



Die Schmelzpunkte wurden mit einem MPD 350.BML.5 der 



Firma GALLENKAMP bestlmmt. 



25 



30 



2J — Anzucht rift r Kulturen 

BakteriPngfarrfmf> 
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Tabelle 2: Wachstumsbedingungen untersuchter Bakterienstamme 




10 



Stammhaiti inq 



Die Stammhaltung erfolgte durch Einfrieren derZellen In speziellen Gefrierl6sungen Dazu 
wurde die Kultur In sterile Zentnfogenbecher OberfOhrt. 30 min bel 8000 rprunrc IZ 
^ert und die Oberstehende L5sung abdekantlert. Ansphlleaend v^rden die zln?n o^" 
^erlosung aufgeschlemmt. In sterile Vials OberfOhrt und bel -70-C aufbewahrt ^OeZ 

Sfilkner) oder Glycenn mit 5 Vol.-o/o, H^O (Fa. Welgers) venArendet. 
Anzucht riof Q*^mmr 
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Das Wachstum der Kulturen erfolgte in 1000 ml Erienmeyerkolben im Trockenschrank bei 
30 C bzw. 37-0 ae nach Bakterlenstamm). ZunSchst wurde fiir jeden Bakterienstamm je- 
weils 1 Liter des betreffenden sterilen Mediums auf vier Kolben aufgetellt und mit je 500 ul 
der zuvor aufgetauten Zelllosung beimpft. Alle sterilen Arbeltsschritte wurden im Laminarflow 
(Heraeus .Herasafe". Typ HS9) durchgefOhrt. 



Emte dar Zellen 



Nach elner Wachstumsphase von 3 bis 15 Tagen. je nach Bakterienstamm. wurden die Zel- 
- eFt.geerntet-Da2u.wurde.die.Kultur iD.ZeDlafugflabecbeLQbetfllhrt. 20 min h^i Rmr^mnLUDd- 
4 C zentrifuglert und der Oberstand abdekantiert. Zum Waschen wurden die Zellen mIt etwa " 
40 ml Puffer (50mM Bis-Tris. 0.01 M MgCU. pH = 6) aufgeschlemmt und wiederum 20 min 
zentrifugiert. Der Waschvorgang wurde zweimal durchgefOhrt. Anschliefiend wurden die Zel- 
len emeut mit wenig Puffer aufgeschlemmt. In einem Rundkolben uberfOhrt und schockgefro- 
ren. Dies erfolgte durch Schwenken des Kolbens in einem mit flQssigem Stickstoff gefOllten 
Dewar-Gefail. Die Gefriertrocknung wurde mit einem Lyophlllsator der Fimia Braun („Christ 
Alpha 1-4 ) durchgefOhrt. Die lyophilisierten Zellen wurelen in Glasflaschen gefOllt und bis zur 
ihrer Venwendung im KOhlschrank aufbewahrt. 

2.2 Na hrmedien und Sterilisatinn 

Zur Anzucht der MIkroorganismen wurden die fUr die jewelllgen BakterienstSmme empfohle- 
nen N^hmiedien venvendet. Diese wurden vor dem Belmpfen durch Autoklavieren (Vari- 
oklav-Dampfsterilisator. H+P Labortechnik GmbH. MQnchen) bei 121 "C und 1 bar Oberxlruck 
stenlisiert. 

Medium 1 1 

Medium 1 1 wurde als Nahrmedium fOr folgende BakterienstSmme venwendef 

L pamoasei, L acidophilus. L brevis. L halotolerans. L. confusus, L farciminis. L gasseri, 

fruTsuT""'' ^' ^- ^^^^lssp.sakei, L kandeleri und L. 

In Tabelle 3 ist die Zusammensetzung des Mediums angegeben. Um eine mOgliche Maillarxl- 
Reakticn sowie ein Ausfalien der Saize zu vertiindem. wurden die Medlenbestandteile ge- 
tcsmi stenlisiert und erst nach der Sterilisation vereinigt. Die Maillard-Reaktion tritt auf. wenn 

u.^^r"'^7'!/'f Zucker mit Aminosauren bzw. Proteinen reagiei^n. und ver- 
ursacht eine dunkle Firbung des Mediums. 
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Mediums 1- 



Substanz 


Konzentration [g/l] 


Casein Pepton (Fa. Oxoid) 


10,00 


Pepton (Fa. Oxold) 


10.00 


Hefeextralct (Fa. Oxoid) 


5.00 


Glulcose 


20,00 


K2HPO4 


2,00 


Natriumacetat Trihydrat 


8,00 


Ammoniumcitrat 


2,00 


MgS04 X 7 H2O 


0,20 


MnS04 X H2O 


0,05 


Tween 80 


1,00 



iVIedlum 231 



FQr L acetotolerans wurde Medium 231 verwendet. welches sich nur im pH-Wert von Medl- 
urn 11 unterscheidet Die in Tabelle 3 angefCihrten Bestandteile wurden berelts vor dem Ste- 
nlisieren vereinigt und der pH auf 5.2 eingestellt. 



Medium 92 



Medium 92 wurtle fOr L piscicola verwendet. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 4 ange- 
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Mediums 92 



Substanz 



Konzentration [g/l] 



Sojeextrakttryptlsch aufgeschlossen (Fa. 
Oxold) 



30.00 



Hefeextrakt (Fa. Oxoid) 



3,00 



Medium 379 



Medium 372 wurde fOr die Stamme Haloferax volcanli und Haloan:ula valllsmortis 
Tabelle 5: Zusammensetzung des Medium 372 



verwendet. 



Substanz 

Hefeextrakt (Fa. Oxoid) 
CasaminosSuren (Fa. Oxoid) 
Natriumglutamat (Fa. Oxoid) 
KOI 



Natriumcitrat 



Konzentration [g/l] 
5.00 
6.00 
1.00 
2,00 



MgS04 X 7 H2O 



3,00 



20,00 



NaCI 
FeCl2x4H20 
MnCl2x4H20 



200.00 
0,036 
0,00036 
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B. DurchqefUhrte Versuche 



Beispiel 1 : Synthese von Substraten und Referenzmaterial 

a) Darstellung von enantiomerenrelnem 2-Hydroxv-3-phenvlpropionat 

Ansatz: 1 g enantiomerenreines Phenylalanin (6,05 mmol) wirel in 12 ml H2SO4 (1M) gelfist 
Unter Eiskuhlung werden 1 ,66 g (24 mmol) NaN02 portlonsweise zugegeben. Nach der Zu- 
gabe wird die KDhlung entfemt und der Ansatz bei Raumtemperatur Qber Nacht weiterge- 
- rQhrtr 

Aufarbeltuno: Die wSssrige L5sung wird dreimal mitje 4 ml Ethylether extraliiert. die organi- 
sche Phase wird mit gesattigter Kochsalzldsung gewaschen und die Kochsaizldsung einmal 
mit Ethylether rOckextrahlert. Die gesammelte organlsche Phase wird Qber HbzSO^ getrock- 
net und das LSsungsmlttel mit Rotavapor entfernt. Der gelbe, 6llge ROckstand wird mit 2 ml 
Hexan versetzt und durch Ankratzen mit einem Glasstab zur Kristallisation gebracht. Es bil- 
det sich ein Niederschlag von weiRen Kristallen. Die Kristalie werden dreimal mit etwa 2 ml 
Hexan gewaschen und das restliche Ldsungsmittel abrotiert. 

Drehwerte (LIteratur): fS;-Phenyllactat: [a]= 0* = -20,8 (c = 2, H2O) 

rR;-Phenyllactat: [al= o** = +20,9 (c = 2,3 H2O) 

b) Darstelluno von /ac>4-Fluor-Dhenvllactat rac-3 

Ansatz: 400 mg (2.2 mmol) rao^-Fluor-phenylalanin, 670 mg (9,7 mmol) NaNOa in 4,8 ml 
H2SO (1M). 

Ausbeute : 197 mg (49.0 %), weiOe Kristalie 

'H-NMR: (360 MHz, CDCI3) 6 = 2,97 (1H, dd, J, = 7,2 Hz, J2 = 14.4 Hz. CH2); 3,17 (1H. dd. 
Ji = 3.6 Hz, J2 = 14.4 Hz, CH2); 4,49 (1H.dd, Ji = 3,6 Hz, J2 = 6,1 Hz, CH-OH); 6,98 - 7.02 
(2H, m, Ar); 7,20 - 7,28 (2H. m. Ar). 

^^C-NMR: (90 MHz. CDCI3) 6 = 39,2 (CH2): 70,9 (CH-OH); 115,3 (d, J = 21,6 Hz. Ar-m); 
130.9 (d, J = 21,6 Hz, Ar-o); 131,6 (d, J = 3,6 Hz, Ar-i); 162,1 (d, J = 243.9 Hz, Ar-p); 178,1 
(COOH). 

DC-Daten: LM:EE; R? = 0,35 
Schmelzpunkt : 73'C 



c) Darstellung von rS)-4-Fluor-Dhenvllactat fS}-3 

Ansatz; 452 mg (2,5 mmol) (S;-4-Fluor-phenylalanln, 750 mg (10,9 mmol) NaNOg in 5,4 ml 
H2S04(1M). 

Ausbeute : 330 mg (72,5 %), weiOe Kristalie 
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Ji=NMS: slehe rao4-Fluor-phenyllatctat 
-Qd»: siehe /ac-4-Fluor-phenyllatctat 
fiC^aten: LM:EE, Rp = 0.35 
Schmelzpunkt eQ'C 



Die Synthese der Verbindungen 
(SH+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaue 
(S)-(.)-2-Hydroxy-4-methylpentansaure 
(S)-2-Hydroxy-4-phenylbuttereaure 
(S)-2-Hydroxy-3.phenylpropans§ure 



Belsplel 2: Screening nach Racemase-Aktivitat 

42-C und 150 rpm inkublert PaX^ JT™ a D» Ansatze wurden Im SohOttelschrank bel 
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Obrigen erhlelten die Bewertung (-). Die Ergebnisse des Screenings 
sammengefasst, 

Tabelle 6; Ergebnisse des Aktlvitatsscreenings 



sind in Tabelle 6 zu- 



Mikroorganlsmus 

L pamcasei 
L. paracasei 



L paracasei 
L acidophilus 



L brevis 

L. piscicola (L car- 

nis) 



L halotolerans 



DSM 
Nummer 




20054 
20722 



20190 



Substrat 



+ 
+ 



n.b. 



(S)-2 



(S)-Z 



+ 
+ 
+ 



L. confiisus 
L acetotolerans 



L liandleri 



20196 
20749 




L fivctosus 



20349 



L farciminis 



L gasseri 
L allmentartus 
L Jensenii 



L halofax volcanii 

L tialoarcula vallis- 
mortis 



+ s 



gute AktivitSt 



20184 



20243 
20249 
20557 



5176 
3756 



n.b. 
+ 

+ 



n.b. 
n.b. 



= keineAktivitat ~ = maliige AktivitSt n.b. = nicht bestlmmt 
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Beispiel 3: Bestimmung der Enantiomerenflberschasse mit verschiedenen Substra- 
ten 

5 Bei der Bestimmung der EnantiomerenQberschCisse wurde wie in Beispiel 2 verfahren. Ledig- 
lich die Menge der eingesetzten Zellen wurde auf 50 mg reduziert. 

a) Versuche mit L-(")>3-Phenvlmilchsaure als Substrat 

10 Zunachst wurden 50 mg lyophiliserte Zellen mit 1 ml BisTrls-Puffer (50 mM, pH6) versetzt 



25 



35 



' und-1-lranrrSchuttterbei'42^CTm^ 

mg Substrat gelost in 100 \s\ Puffer zugesetzt und im SchQttelschrank (SOX, 150 rpm) inku- 
biert, Alie Proben wurden jeweils nach 24 bzw. 48 Stunden mittels chiralem GC vermessen. 
Um eine Trennung der Enantiomere am GC zu erzielen, mussten die Proben derivatisiert 
werden. 

Die Derivatisierung erfolgte mit BFa-Methanol (vgl. oben) oder mit Trifluoressigsaurean- 
hydrid. FOr die Derivatisierung mit Trifluoresslgsaureanhydrid wurden 5mg 3- 
Phenylmilchsaure in 500^1 CH2CI2 gelost, mit 5 Tropfen Trifluoressigsaureanhydrid versetzt, 
20 1min bei Raumtemperatur geschDttelt, ansclnlieRend mit ca. 500|liI H2O versetzt. Die organi- 
sche Phase wird mit Na2S04 getrocknet, danach erfolgt die Vermessung am GC auf chiraler 
Saule. 



Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte nach folgenden Formein: 

e.e. [%]: (R-S)/(R+S) x 1 00 

Umsatz [%]:R/(R+S) x 100 

Racemlsierung [%]: 2R/(R+S) x 100 

Neben dem Stamm Lactobacillus paracasel subsp. paracasei DSM 20008 konnten die fol- 
genden vier weiteren Stamme mit guter bzw. ausgezeichneter Racemaseaktivitat bezQglich 
L-(-)-3-Phenylmilchsaure gefunden werden 

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 2649 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 20207 
Lactobacillus delbruecl<ii subsp. delbrueckii DSM 2649 
Lactobacillus oris DSM 4864 
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Die Ergebnisse fOr obige Stdmme sind in folgender Tabelle 7 zusammengefasst, aufge- 
sclilQsselt nach Kultivierungsbedingungen (ScliOttler oder Trockenschranl<; Argon Oder Luft- 
Atmosphere) und KulUviemngsdauer zusammenfasst. 




M/44162 



^m^LAOLH COPY 




i 




2 
:ca 

(0 



E 
Q. 







E 

S g 


o 
o 






O 


o 
o 


in 
in 


o 

w 

V- 


f 

-J 




Umsatz 


o 
in 






s 


o 
in 


CM 


O 

m 


hranJ 




• 


o 






o 


o 


in 


o 


rockensc 




Racem. 


CO 
CM 






£2 

00 


00 


o 

CO 


o 
o 


1— 


CM 




CM 

T— 








CO 


m 


o 
in 








N. 








CO 




o 




<— 


Racem. 


a> 






in 


1 


o 
o 




uft) 


00 


(0 
(0 

E ^ 










1 


o 
m 




er(L 




0) £1 


in 








1 


o 




Schuttli 




E 
a: 


CO 






in 

CO 


1 








x: 


lg 


m 








1 


00 
CO 








5g 


CO 






in 

CO 


1 


CO 
CM 








E 

8 „ 


in 


O 

o 


o 




CO 
CO 




o 
o 


(Argon) 


XT 

00 


TO 
W 

E 3- 

ID ^ 


CM 


o 
m 


o 
in 




00 




o 
in 


irank 




"J S" 




o 


o 




CO 




o 


ockensch 




Racem. 


CM 


CO 
00 


C7> 




CO 




o 
o 






i ^ 










00 




o 
in 






a> El 


o 

00 




00 




CO 
00 








E 






CO 




CO 




CO 




CO 




E 
J2 
CO 


CO 

o 


E £ 
E 

2 


C3> 
CM 


o 

Csj 


i5 

o 


00 


--€0\» 

.! 

o 

CM 



BASF Aktiengeseilschaft ^ ^ ^ 20030382 



PF 0000054640 



38 

Um festzustellen, ob die beobachtete Racemase-Aktivitdt mit einer Lactat-Racemase- 
Aktivitat korrelliert, wurden die Stamme, die gute bis sehr gute Aktlvitat mit L-(-)-3- 
Phenylmllchsaure zeigten, mit dem natQrIichen Substrat L-(+)-IVIIIchsaure umgesetzt. 

5 Es zeigte sich, dass bei der Umsetzung des natOriiclien Substrates L-(+)-Milchsaure 
mit den Stammen DSM 20207, 20074 und 20008 bereits nach 24 Stunden eine 
100%ige Racemlsiemng zu detektieren war. 

Im Falle des Stammes DSM 2649 konnte kein Umsatz erzielt werden. 

10 

b) Versuche mit verschiedenen weiteren Alkyl-Substraten 
Ais Substrate wurden venn^endet: 



15 fS;-(+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaure (CeHioOa) 
fS;-(-)-2-Hydroxylsocapronsaure (CeHigOa) 



Beide Substrate wurden mit alien Stammen umgesetzt. Es wurde jeweils nach 24 
Stunden und nach 48 Stunden der Racemislerungsgrad mittels GC vennessen. 

20 

Im Falle von ^SH+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaure zeigt nur der Stamm DSM 20207 
Aktlvitat. GegenQber dem Substrat fS;-(-)-2-Hydr6xylsocapronsaure zeigten insgesamt 
5 Stamme Racemisierungsaktivitat. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 8 und 9 zu- 
sammengefasst. 

25 

Tabelle 8: Screening mit ^s;-(+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaure 



Stamm 


24 Stunden 


48 Stunden 




e.e 


Umsatz 


Racem. 


e.e. 


Umsatz 


Racem. 




[%] 


[%1 


[%] 


[%] 


[%] 


[%1 


DSM 20207 


86 


7 


14 


73 


14 


27 



30 



35 
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Tabelle 9: Screening mit (SX-)-2-Hydro)cyisocapronsaure 



Stamm 


24 Stunden 


48 Stunden 


e.e 
[%] 


Umsatz 
[%] 


Racem. 
1%1 


e.e. 
[%] 


Umsatz 
l%] 


Racem. 
t%] 


DSM 2649 


88 


6 


12 


75 


12 


25 


DSM 20008 


85 


7 


15 


82 


9 


18 


DSM 20207 


94 


3 


6 


73 


14 


17 


DSM 20074 


94 


3 


6 


93 


4 


7 


-DSM-20017- 


-88 - - 




"T4"-~ 


■89 


to 


20 



Zusammenfassend kann gesagt werden, dass wieder die gleichen Stamme AktlvitSt 
zeigten, die auch gegenOber L-(-)-3-Phenylmilchsaure aktiv waren. 



c) Versuche mit fSJ-2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure 

Es wurde jeweils nach 24 Stunden und nach 48 Stunden der Racemisierungsgrad mit 
tels HPLC venmessen. Die Ergebnisse sind In Tabelle 10 zusammengefasst. 



Tabelle 10: Screening mit CS>2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure 



Stamm 


24 Stunden 


e.e 
[%1 


Umsatz 
[%1 


Racem. 
[%] 


DSM 2649 


6 


47 


94 


DSM 20054 


90 


5 


10 


DSM 20190 


70 


15 


30 


DSM 20008 


25 


38 


75 


DSM 20207 


3 


48 


97 


DSM 20749 


48 


26 


52 
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Patentansp rnrhft 

1. Verfahren zur mikrobiologischen Isomerislerung von alpha-HydroxycarbonsSuren 
der Formel I 



worin 

- R fOr-geradkettiges-odef veizwelgtes Niedrigalkyl-oeleF Niedrlgalkenyl-oder 

(CHzVCyc steht. worin n fOr efnen ganzzahllgen Wert von 0 bis 4 steht und Cyc 
fur elnen gegebenenfalis ein- oder mehrfach substituierten. ein- oder zweikerni- 
gen carbo- oder heterocyclischen Ring steht, 

wobel man ein Substrat. enthaitend im wesentiichen eine erste stereoisomere 
Form einer alpha-Hydroxycarbonsaure der Formei (I), mit Hiife eines Enzyms mit 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat isomerisiert und das dabei gebii- 
dete Isomerengemisch oder ein gebiidetes zweites Stereoisomer isoliert. oder 
e.n gebiidetes zweites Stereoisomer aus dem Reaktionsgieichgewicht entfemt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. wobei die enzymatische isomerisierung durch Um- 
setzung des Substrats mit gereinigtem Enzym. einem enzymhaltigen Zeliextrakt 
Oder .n Gegenwart ganzer Zeiien. weiche wenigstens ein Enzym mit aipha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, erfoigt. 

3. Verfahren nach eInem der vorhergehenden AnsprOche. wobel das Enzym mit 

aipha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat aus l\4ikroorganismen der Gat- 
tung Lactobacillus isoiierbar ist. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3. wobei die Umsetzung in Gegen- 
wart ganzer Zeiien von iVIikroorganismen der Gattung Lactobacillus, oder ganzer 
Zellen eines rekombinanten IVIIkroorganlsmus, weiche aipha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren. ert'oigt, 

20030382 UP/58 18.06.2003 
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5. Verfahren nach Anspruch 4 wobel der MIkroorganlsmus ausgewahit 1st unter L 
paracasei, L delbmeckii, L sakei und L oris. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobel der MIkroorganlsmus ausgewShlt ist unter 
den Stammen L paracasei DSM 20207 und DSM 2649. L delbmeckii 
DSM20074, L sake! DSM 20017 und L oris DSM 4864. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprilche. wobel das Enzym eine 
Lactat-Racemase Ist, welche wenlgstens etne weltere alpha- 
HydroxycarbonsSure der Formal I Isomerislert. 



8. Verfahren nach eInem der vorhergehenden AnsprQche wobel das Enzym wenlgs- 
tens eine Verblndung ausgewShlt unter Phenyllactat, 4-Fluorphenyllactat, 2- 
Hydroxy-4-phenylbuttersaure, 2-Hydroxy-4-methylpentancarbonsaure, 2- 
Hydroxy-3-methylbuttersaure Isomerislert. 

9. Screenlngverfahren fOr MIkroorganismen welche ein Enzym mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktlvltat exprlmleren, wobel man einen MIkro- 
organlsmus In welchem man die Racemase-Aktlvitat vermutet in Gegenwart el- 
nes Substrats. enthaltend Im wesentllchen eine stereoisomere Fomi einer alpha- 
Hydroxycarbonsaure deroblgen Fomiel I, kultlvlert und das Reaktionsmedlum 
auf Racemislerung des Substrats untersucht. 

1 0. Screenlngverfahren nach Anspruch 9. wobel man MIkroorganismen gemaB der 
Definition In einem der AnsprOche 4 und 5 screent. 

1 1 . Screenlngverfahren nach einem der AnsprQche 9 und 1 0. wobel man auf solche 
Mikroorganismen screent, welche das Im wesentllchen stereoisomere Substrat 
2u 1 bis 100% racemisieren. 



alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase, eriiaitlich durch Kultivierung eines In ei- 
nem Screenlngverfahren nach einem der AnsprQche 9 bis 11 posltiv auf Race- 
mase-Aktivitat getesteten MIkroorganlsmus und Isolierung der alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase aus der Kultur. 



30 



35 
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13. alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase nach Anspruch 12, welche wenigstens 
eine alpha-HydroxycarbonsSure der oblgen Formel I zu 1 bis 100%. vorzugswei- 
se 20 bis 100 %. insbesondere 50 bis 100 % racemisiert. 

5 14. Nul<leinsauresequenz, l<odierend fQr wenigstens eine alplia- 
HydroxycarbonsSure-IRacemase nacli Anspmch 12 Oder 13. 

15. Expressionsvektor. enthaitend eine l<odierende Nukleinsauresequenz nach An- 
spruch 14 operativ verknQpft mit wenigsten einer regulativen NultleinsSurese- 
10 quenz. 



16. 



15 



17. 



20 18. 



25 19. 



20. 



30 



Rekombinanter prokaryotischer oder eukaryotischer IVIIkroorganismus, enthai- 
tend wenigstens eine Nukleinsauresequenz gemau Anspruch 14 oder wenigs- 
tens einen Expressionsvektor gemaB Anspruch 15. 

Verfahren zur Herstellung eines Proteins mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 
Racemase-Aktivitat, wobei man einen rekombinanten Mikroorganismus nach 
Anspruch 16 kultiviert und das Protein aus der Kultur isoiiert. 

Verfahren zur Isolierung eines Proteins mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 
Racemase-Aktivltat, wobei man einen positiv auf Racemase-Aktivitat getesteten 
IVIikroorganismus aufschiielit, Zellwandfragmente abtrennt und das Protein mit 
der gewQnschten Enzymaktlvitat isoiiert. 

Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8. wobei man aus dem gebildeten 
Isomerengemisch das gewQnschte Stereoisomer im Wesentiichen entfemt und 
den RQckstand emeut einer isomerisierung unterzieht. 

Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8. wobei man das gebiidete Isome- 
rengemisch einer chemlschen oder enzymatischen stereoselektiven Folgereakti- 
on unterzieht und das anfaiiende Reaktionsgemisch emeut einer isomerisierung 
unterzieht. 



21 



35 



Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8. wobei die isomerisieaingsreaktion 
mit einer chemischen oder enzymatischen. enantioselektiven Foigereaktlon kop- 
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pelt, wobel das gewOnschte gebiidete Stereoisomer der alpha- 
HydroxycarbonsSure aus dem Reaktionsgleichgewichtentfemtwird. 

22. Verfahren nach einem der AnsprOche 20 und 21 , wobel die chemisdie Oder en- 
zymatlscfie. enantloselektive Folgerealttlon ausgewSlilt 1st unter einer Vereste- 
rung und einer Amidiemng der alpha-Hydroxycarbons§ure. 



10 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiologischen Isomerislerung 
von alpha-Hydroxycarbonsauren unter Verwendung einer alpha-HydroxycarbonsSure- 
Racemase, die zu diesem Verfahren venA^endeten Enzyme und Mikroorganlsmen, wel- 
che eine geelgnete Racemase-Aktivitat exprimieren, ein Screening-Verfahren fQr Mik- 
roorganismen mitalpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivltat; die fOr dieses En- 
zym codlerenden NukleinsSuresequenzen. Expressionsvektoren. rekombinante Mlkro- 
organismen, welcfie diese Racemase exprimieren und Verfahren zur Herstellung bzw. 
Isolierung eines Proteins mit alpha-HydroxycarbonsSure-Racemase-Aktlvitat. 
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